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 ALS: Amyotrophe Lateralsklerose
 SALS: Sporadische Amyotrophe Lateralsklerose
 FALS: Familiäre Amyotrophe Lateralsklerose
 NMA: Neurogene Muskelatrophie
 DCTN1: Dynactin
 ER: Endoplasmatisches Retikulum
 M.Int.: Musculus Intercostalis
 NFH: Neurofilaments 
 RM: Rückenmark
 SETX: Senataxin
 SOD-1: Superoxide Dismutase 1
 TDP-43: TAR DNA binding protein
 VAPB: Vesicle associated protein B
 VEGF: Vascular endothelial growth factor
 DAB: Diaminobenzidine
 PBS: Phosphate buffered syline
 HRP- Peroxidase: Horseradish-Peroxidase
 BCA-Assay: Bicinchoninsäure-Assay
 Aq.dest: Destilliertes Wasser
 SDS: Sodiumdodecylsulfat
 SDS-PAGE: Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese
 PVDF-Membran: Polyvinylidenfluorid-Membran
 TBST: Tris-Buffered Saline and Tween
 GDNF: Glial Cell line derived neurotrophic factor
 MSP: Major sperm domain
 M.Int. : Musculus Intercostalis
1) Einleitung
1.1) Amyotrophe Lateralsklerose
Die  Amyotrophe  Lateralsklerose  (ALS),  auch  Lou  Gerhig's  disease  oder
Charcot-  Krankheit genannt, ist eine schwerwiegende Erkrankung, die in der
Regel zum Tode führt. Verantwortlich hierfür sind die Dysfunktion, sowie später
auch der  teilweise vollständige Untergang der  Motorneurone in  Motorkortex,
Hirnstamm und Vorderhörnern des Rückenmarks (Bruijn et al. 2004) (Boillee et
al. 2006). Die Inzidenz der Erkrankung liegt bei ca. 4/100.000, die Prävalenz bei
8/100.000. Aus unbekannten Gründen ist die Erkrankung bei Männern häufiger
(in  einem  Verhältnis  von  1,5  zu  1)  (Kiernan  et  al.  2011).  Die  klinischen
Symptome können peripherer und zentraler Natur sein. Häufig sind Krämpfe,
Faszikulationen, posturaler Tremor und autonome Ausfälle (Ratnaparkhi et al.
2008), sowie im Verlauf eine progressive Muskelschwäche, Muskelatrophie und
Paralyse (Gros-Louis et al. 2006). Dabei beginnen die Symptome zumeist in der
unteren Extremität, um dann im Verlauf der Erkrankung in die obere Extremität
fortzuschreiten. Durch Affektion der Intercostalmuskulatur zählen Pneumonien
und Ateminsuffizienzen zu den häufigsten Todesursachen (Ludolph et al. 2006,
(Pasinelli & Brown 2006). 
Bei der häufigsten, im Erwachsenenalter beginnenden ALS, treten die ersten
Symptome circa im Alter von 55 Jahren auf (Pasinelli  & Brown 2006). Der Tod
tritt in den meisten Fällen etwa 3-5 Jahre nach Beginn der ersten Symptome,
meistens  im  Lebensalter  von  50-70  Jahren  ein.  Dies  variiert  jedoch  stark
zwischen  verschiedenen  Formen  der  ALS  (Gros-Louis  et  al.  2006).  Die
Erkrankung  wird  unterteilt  in  eine  familiäre  (FALS)  und  in  eine  sporadische
Form (SALS). Die familiäre Form der ALS tritt hierbei mit einer Häufigkeit von
10-15 % wesentlich seltener auf als die sporadische Form 85-90 % (Boillee et
al.  2006;  Bruijn et al.  2004).  Bei  beiden Formen der Erkrankung findet man
langsam und rasch progrediente sowie typische und atypische Formen (Boillee
et  al.  2006;  Bruijn  et  al.  2004).  Außerdem ist  beschrieben,  dass  es  in  den
verschiedensten  Formen  der  ALS  intraneuronale  Ablagerungen  auftreten
(Watanabe  et  al.  2001).  Zahlreiche  Untersuchungen  haben  gezeigt,  dass
oxidativer Stress einen potentiellen Risikofaktor für die Genese der Erkrankung
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darstellt (D`Amico et al. 2013). Pathogenetisch zerstört dieser Makromoleküle
innerhalb der Zelle, was im Endeffekt zum Zelluntergang führt (D´Amico et al.
2013). Weitere Pathomechanismen des mutierten Proteins VAPB ergeben sich
aus seiner tragenden Rolle in der Regulation des Fettstoffwechsels  (Fasana et
al. 2009), der Proteinprozessierung  (Fasana et al. 2009) (Skehel et al. 2005)
(Soussan et al. 1999) (Foster et al. 2000), des Neuriten Wachstums (Saita et al.
2009) und des Organellentransports (Rocha et al. 2009).
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1.2) Bekannte Gene
Bisher  konnten für  die  verschiedenen Formen der  ALS 14 Gene identifiziert
werden, die an der Krankheitsentstehung und –entwicklung beteiligt sind.
Tabelle : ALS-assoziierte Gene:
(Anagnostou et al. 2010), (Deng et al. 2011)
Gen Lokalisation Protein Phänotyp  und
Verebungsform
SOD-1 21q22.1 Superoxiddismu-
tase -1
Familiäre ALS
(autosomal
dominant/autosom
al rezessiv)
ALS 1
ATXN2 12q24.12 Ataxin-2 Familiäre ALS
(autosomal
dominant/autosom
al rezessiv)
Alsin 2q33.1 Alsin Juvenile  Form der
ALS  (autosomal
dominant)
SETX 9q34.13 Senataxin Juvenile  Form der
ALS  (autosomal
dominant)
ALS 4
FUS 16p11.2 Fused in Sar-
coma
Juvenile  Form der
ALS  (autosomal
dominant)
VAPB 20q13.32 Vesicle
associated
protein B
Juvenile  Form der
ALS  (autosomal
dominant)
ALS 8
ANG 14q11.2 Angiogenin Juvenile  Form der
ALS  (autosomal
dominant)
TARDBP 1p36.22 TAR-DNA binding
protein
Juvenile  Form der
ALS  (autosomal
dominant)
FIG4 6q21 SAC  Domain-
containing Inositol
Phosphatase 3
Juvenile  Form der
ALS  (autosomal
dominant)
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Gen Lokalisation Protein Phänotyp  und
Verebungsform
VCP 9p 13.3 Valosin-
containing protein
Juvenile  Form der
ALS  (autosomal
dominant)
OPTN 10p13 Nemo-related
Protein
Im
Erwachsenenalter
beginnende ALS
(autosomal
dominant/autosom
al rezessiv)
NEFH 22q12.2 Neurofilament
Protein
Durch  Mutation
erhöhte Anfälligkeit
für ALS
PRPH 12q13.12 Peripherin Durch  Mutation
erhöhte Anfälligkeit
für ALS
DCTN1 2p13.1 Dynactin Durch  Mutation
erhöhte Anfälligkeit
für ALS
Interessant ist bei den hier genannten Proteinen vor allem, dass alle Proteine
mit intrazellulärem Trafficking assoziiert sind. Dies lässt auf einen verwandten
Pathomechanismus  schließen.  In  diesem Zusammenhang  ist  bekannt,  dass
Störungen im intrazellulären Trafficking zu distalen Axonopathien führen können
(Weis et al. 2011).
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1.3) Das Protein VAPB
Im  Fokus  der  vorliegenden  Arbeit  steht  das  Protein  VAPB  im  Kontext  der
sporadischen ALS. Mutationen im Protein VAPB sind bisher nur für die familiäre
Form der ALS bekannt und VAPB wurde bis jetzt in der sporadischen Form der
Erkrankung kaum untersucht  (Anagnostou et al. 2010). Da sich die FALS und
die  SALS klinisch  und pathophysiologisch ähneln,  ist  hier  die  Untersuchung
eines durch die FALS bekannten Proteins im Hinblick auf die SALS durchaus
angezeigt  (Gros-Louis et al. 2006). Das Vesicle associated protein B hat ein
Molekulargewicht  von circa 30 kDa. Es ist  im Endoplasmatischen Retikulum
und  an  Mikrotubuli  lokalisiert.  Der  Aufbau  besteht  aus  zwei  Domänen:  Der
sogenannten  Major  Sperm  Domain  (N-terminal)  und  einer  transmembranen
Domäne (C-terminal). Zwischen den Domänen liegt ein sogenanntes ´´Coiled-
Coil Motiv´´.
Abb.: Aufbau des Proteins VAPB
Modifiziert nach: (Shi et al. 2010)
Das  VAPB-Protein  erfüllt  viele  unterschiedliche,  für  die  Zelle  und  deren
Kommunikation wichtige Funktionen. Zum Einen sind dies Transportfunktionen.
Dabei ist es am Transport von Lipiden mittels eines FFAT- Motivs beteiligt sowie
an der Vesikelbildung an der Synapse und am vesikulären Transport zwischen
ER  und  Golgi-Apparat  (Tudor  et  al.  2010).  Zum  Anderen  sind  dies
Schutzfunktionen für die Zelle und deren Prozesse. VAPB spielt eine wichtige
Rolle in der Abwehr gegen ER-Stress (Fasana et al. 2010) und verhindert die
Fehlfaltung  von  Proteinen  (Tudor  et  al.  2010).  Außerdem  dient  eine
abgespaltene lösliche Domäne möglicherweise als Ligand für Eph-Rezeptoren
(Tudor et al. 2010). 
Bisher waren in der Literatur zwei pathogene Punktmutationen im VAPB-Protein
bekannt.  Lange  Zeit  war  ausschließlich  die  Mutation  p.P56S  beschrieben
(Fasana  et  al.  2010).  Diese  Punktmutation  wurde  für  die  ALS8  auf  dem
korrespondierenden Gen  VAPB  20q13.3 identifiziert. Bei dieser Mutation wird
die Base Prolin an Position 56 gegen die Base Serin vertauscht (als p.P56S-
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Mutation bezeichnet)  (Fasana et al. 2010). Die resultierende Erkrankung wird
als  ALS8  bezeichnet.  Zudem  wurde  die  Mutation  p.T46I,  bei  der  Threonin
gegen Isoleucin an Position 46 ausgetauscht  wird  beschrieben  (Chen et  al.
2010).  Man  nimmt  an,  dass  die  Auswirkungen  dieser  Mutation  ähnlich  der
Mutation  p.P56S  sind.  Erst  kürzlich  wurde  eine  weitere  Mutation  im  VAPB
entdeckt: p.V234I in  Formen hereditärer ALS, die auf Chromosom 9 lokalisiert
ist  (Blitterswijk  et  al.  2012).  Die  Mutation  p.P56S  wurde,  bis  auf  wenige
europäische Fälle, bisher nur bei brasilianischen Familien portugiesischen bzw.
afrikanischen Ursprungs gefunden (Gros-Louis et al. 2006) (Funke et al. 2010)
(Millecamps et al. 2010). Das Vererbungsmuster der Erkrankung ist autosomal
dominant  und  führt,  in  Zellen  transfiziert,  zu  einem  Funktionsverlust  des
Proteins und zu Aggregaten, die sowohl das defekte Protein als auch Wildtyp-
VAPB enthalten  (Tudor  et  al.  2010)  (Aliaga et  al.  2013).  Interessanterweise
kommen in induzierten pluripotenten Stammzellen von Patienten jedoch keine
Ablagerungen vor (Mitne-Neto et al. 2011). Als Folge der Mutation können drei
verschiedene Formen der Erkrankung entstehen (Nishimura et al. 1999) (Aliaga
et al. 2013):
1) Eine typische Form der ALS
2) Eine atypische, langsam progressive ALS 
3) Eine Spinale Muskelatrophie. 
Gemeinsam haben diese Erkrankungsformen, dass bei  allen Betroffenen ein
Symptombeginn zwischen dem 25. und dem 52. Lebensjahr zu diagnostizieren
ist.  Ebenso  nimmt  bei  allen  Betroffenen die  Erkrankung  innerhalb  von  2-30
Jahren einen tödlichen Verlauf (Nishimura et al. 1999).
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1.4) Die SOD-1 Maus:
Die  SOD-1  Maus  ist  das  am  häufigsten  verwendete  Tiermodell  für  die
Forschung  an  der  familiäre  Form  der  ALS.  Die  Mutation  in  der
Superoxiddismutase-1 auf Chromosom 21 war die erste für die FALS bekannte
Mutation (Rosen et al. 1993) (Gros-Louis et al. 2006). Das korrespondierende
Protein hat eine Größe von 16 kDa. Mutationen in diesem Protein sind für 15-
20%  der  FALS  Fälle  verantwortlich.  Die  Superoxiddismutase-1  spielt  eine
wichtige  Rolle  im  Abbau  oxidativen  Stresses  (Gros-Louis  et  al.  2006).  Die
sowohl in der familiären als auch in der sporadischen humanen Form der ALS
beschriebenen Inklusionen und Aggregate sind den Aggregaten in transgenen
SOD-1 Mausmodellen sehr ähnlich (Watanabe et al. 2001) Und man vermutet
einen ähnlichen Krankheitsmechanismus (Watanabe et al. 2001).
Wenn die Superoxiddismutase-1 eine G37R, G85R, G86R, G93A, H46R/H48Q
oder H46R/H48Q/H63G/H120G -Mutation aufweist, führte dies bei transgenen
SOD-1  Mäusen  zu  einer  der  humanen  ALS  ähnlichen,  degenerativen
Erkrankung  (Gros-Louis et al.  2006) (Watanabe et al.  2001).  Da  von Univ.-
Prof.  Dr.  Cordian  Beyer  und  von  Dr.  Sonja  Johann  aus  dem  Institut  für
Neuroanatomie  der  RWTH  Aachen  das  Modell  der  transgene  G93A Maus
freundlicherweise zur Verfügung gestellt wurde, ist dies das in der vorliegenden
Arbeit verwendete Tiermodell.
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2) Zielsetzung
Die Rolle der für die ALS8 verantwortliche p.P56S Mutation des VAPB- Proteins
ist  für  eine  hereditäre  Form  der  Amyotrophen  Lateralsklerose  beschrieben
(siehe Einleitung). Für die sporadische Form der ALS wurde das VAPB-Protein
hingegen kaum untersucht  (Anagnostou et al. 2010). Thema der vorliegenden
Arbeit ist nun die Frage, inwieweit das VAPB-Protein bei der sporadischen Form
der  ALS  eine  Rolle  spielt.  Aufgrund  der  schon  bekannten  Fakten  zum
Vorkommen  und  den  Funktionen  des  Proteins  (Tudor  et  al.  2010),  werden
folgende  Ziele  festgelegt:  Die  verschiedenen  Materialien  sollen
immunhistochemisch gefärbt werden, um eventuell vorhandene Aggregate und
andere immunreaktive Ablagerungen zu detektieren.  Hierfür  sollen vor  allem
Rückenmark  einschl.  Vorder-  und  Hinterwurzeln  sowie  Muskeln  von  SALS-
Patienten  histologisch  untersucht  werden,  wobei  beim  Rückenmark  die
Motoneurone und beim Muskel die Endplatten im besonderen Fokus der Arbeit
stehen.  Als  Kontrollen  dienen  sowohl  Rückenmark  als  auch  Muskel  von
gesunden  Kontrollprobanden  sowie  Muskeln  von  Patienten  mit  rasch
progredienter  neurogener  Muskelatrophie.  Biopsiematerial  von  Patienten  mit
rasch progrediente neurogener Muskelatrophie wird hinzugezogen, um einen
Vergleich der ALS mit einem anderen degenerativen Erkrankungsbild zu haben.
Die  Ergebnisse  sollen  mit  Hilfe  von  im  Vorfeld  definierten
immunhistochemischen Systemen ausgewertet werden. Als Fragestellung steht
im  Fokus,  inwieweit  das  Rückenmark  als  Ausgangs-  sowie  der  Muskel  als
Zielgewebe  der  motorischen  Nervenzellen  primär  betroffen  ist.  Hier  ist  die
spannende Frage,  ob es einen Zusammenhang oder  einen Unterschied der
Krankheitsprogression  im  peripheren  und  im  zentralen  Nervensystem  zu
detektieren gibt. Hinzu kommt die Proteinkonzentrationsbestimmung von VAPB,
um  die  histologischen  Ergebnisse  auch  quantitativ  zu  untersuchen.  Zum
Vergleich der SALS mit der FALS werden die vorher unternommenen Versuche
an humanem Gewebe an Rückenmarks- sowie Muskelgewebe von transgenen
SOD-1 (G93A) Mäusen wiederholt.
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3) Material
3.1) Verwendete Gewebe:
Für  die  immunhistochemischen  Färbungen  von  Skelettmuskeln  sporadischer
ALS-Fälle, sowie für die Färbungen von Muskeln von Patienten mit neurogener
Muskelatrophie wurde bereits vorhandenes Biopsiematerial aus dem Institut für
Neuropathologie  der  RWTH  Aachen  verwendet.  Die  frisch  entnommenen
Muskelbiopsien wurden mittels Tissue Tek OCT Compound, Sakura auf Kork
fixiert und in flüssigem Stickstoff schockgefroren. Die Proben wurden daraufhin
bei -80 °C gelagert. Weitere SALS - Muskelproben sowie Rückenmarksproben
von SALS - Fällen wurden im Rahmen einer wissenschaftlichen Kooperation
von  Prof.  Dirk  Troost  (Neuropathologie  des  Academisch  Medisch  Centrum,
Amsterdam) zur Verfügung gestellt. Die Diagnose einer ALS wurde klinisch mit
Hilfe der El Escorial Kriterien, sowie Post mortem durch immunhistochemische
Färbungen  gestellt.  Muskel  und  Rückenmark  von  Patienten,  die  an  keiner
neurodegenerativen Erkrankung litten, wurden als Kontrollen verwendet. Diese
wurden  sowohl  aus  dem  Institut  für  Neuropathologie  in  Amsterdam
(Rückenmark kryokonserviert und Paraffin-fixiert) als auch aus dem Institut für
Neuropathologie der RWTH Aachen (Muskel kryokonserviert und Rückenmark
Paraffin-fixiert)  bezogen.  Leider war es nicht möglich,  beide Gewebearten in
gleicher  Konservierungsweise  aus  beiden  Instituten  zu  erhalten,  da  in
Amsterdam Post  mortem keine  Muskeln  von  Kontrollprobanden  entnommen
werden  und  in  Aachen  Post  mortem  Material  Paraffin-fixiert  wird  und
dementsprechend für eine Protein Konzentrationsbestimmung dann nicht mehr
nutzbar gewesen wäre. Muskel und Rückenmark der SOD-1-G93A-Maus sowie
von Wildtypmäusen wurden von Univ.-Prof. Dr. Cordian Bayer und Dr. Sonja
Johann aus dem Institut für Neuroanatomie der RWTH Aachen zur Verfügung
gestellt. Die Versuchstiere für die  in vivo Studien wurden in den Räumen des
Instituts für Versuchstierkunde und im Zentrallaboratorium für Versuchstiere des
UKA untergebracht.  Zur  Organentnahme  für  molekularbiologische  Techniken
und zur Herstellung von histologischen Schnittpräparaten werden die Tiere in
tiefer Narkose dekapitiert.
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Tabelle: SALS Human
Pathologie Alter Geschlech
t
Postmortem
Intervall
Material Materialsart Todesursache
SALS_1 54 m Unter 24h RM L1
M.Int.
Gefroren/
Paraffin
Pneumonie
SALS_2 61 w 16h RM L1
M.Int.
Gefroren/
Paraffin
Euthanasie
SALS_3 68 m Unter 24h RM L1
M.Int.
Gefroren/
Paraffin
Pneumonie
SALS_4 83 w Unter 24h RM L1
M.Int.
Gefroren/
Paraffin
Pneumonie
SALS_5 54 w Unter 12h RM L1
M.Int.
Gefroren/
Paraffin
Euthanasie
SALS_6 74 m Unter 12h RM L1
M.Int.
Gefroren/
Paraffin
Herz-Lungen-
versagen
SALS_7 79 m Unter 24h RM L1
M.Int.
Gerforen/
Paraffin
Pneumonie
SALS_8 65 w Unter 12h RM L1
M.Int.
Gefroren/
Paraffin
Atemin-
suffizienz
SALS_9 69 m Unter 24h RM L1
M.Int.
Gefroren/
Paraffin
Pneumonie
SALS_10 41 m Unter 24h RM L1
M.Int.
Gefroren/
Paraffin
Atemin-
suffizienz
SALS_11 66 w Unter 12h RM L1
M.Int.
Gefroren
Paraffin
Euthanasie
SALS_12 70 m Unter 24h RM L1
M.Int.
Gefroren/ 
Paraffin
Pneumonie
SALS_13 70 w Unter 24h RM L1
M.Int.
Gefroren/
Paraffin
Atemin-
suffizienz
SALS_14 75 m Unter 12h RM L1
M.Int.
Gefroren/
Paraffin
Atemin-
suffizienz
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Tabelle: NMA Human
Pathologie Alter Geschlecht Postmortem  -
Intervall
Material Materialart Todesursache
NMA_1 54 m Unter 24h RM L1,
Muskel
Paraffin Brochial
Carcinom
NMA_2 69 w Biopsie Muskel Gefroren /
NMA_3 81 w Biopsie Muskel Gefroren /
NMA_4 58 m Biopsie Muskel Gefroren /
NMA_5 51 w Biopsie M.tibialis
anterior
Gefroren /
NMA_6 41 w Biopsie Muskel Gefroren /
NMA_7 69 m Biopsie Muskel Gefroren /
NMA_8 59 w Biopsie Muskel Gefroren /
NMA_9 51 m Biopsie Muskel Gefroren /
NMA_10 51 w Biopsie Muskel Gefroren /
NMA_11 63 w Biopsie Muskel Gefroren /
NMA_12 79 w Biopsie Muskel Gefroren /
NMA_13 70 w Biopsie Muskel Gefroren /
NMA_14 77 w Biopsie M.deltoi-
deus
Gefroren /
NMA_15 71 m Biopsie M.gastro
-cnem.
Gefroren /
NMA_16 49 w Biopsie M.deltoi-
deus
Gefroren /
NMA_17 70 m Biopsie Muskel Gefroren /
NMA_18 81 m Biopsie Muskel Gefroren /
NMA_19 77 m Biopsie M.deltoi-
deus
Gefroren /
NMA_20 64 m Biopsie M.gastro
-cnem.
Gefroren /
NMA_21 60 w Unter 24h Muskel Paraffin Mamma
carcinom
NMA_22 67 m Unter 24h Muskel Paraffin Prostata
Carcinom
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Tabelle: Kontrollen Human
Pathologie Alter Geschlecht Postmortem  -
Intervall
Material Materialart Todesursache
Kontrolle_
1
33 m Unter 24h RM L1 Gefroren/
Paraffin
Herzversagen
Kontrolle_
2
56 m Unter 24h RM L1 Gefroren/
Paraffin
Septischer
Schock
Kontrolle_
3
84 w Unter 12h RM L1 Gefroren/
Paraffin
Zerebrale
Infektion
Kontrolle_
4
54 w Unter 36h RM L1 Gefroren/
Paraffin
Herzversagen
Kontrolle_
5
53 m Unter 12h RM L1 Gefroren/
Paraffin
Pankreaskarzi
nom
Kontrolle_
6
62 w Unter 36h RM L1 Gefroren/
Paraffin
Herzversagen
Kontrolle_
7
79 w Unter 24h RM L1 Gefroren/
Paraffin
Abdominale
Sepsis
Kontrolle_
8
57 w Unter 24h RM L1 Gefroren/
Paraffin
Schlaganfall
Kontrolle_
9
18 w Biopsie Muskel Gefroren /
Kontrolle_
10
25 w Biopsie Muskel Gefroren /
Kontrolle_
11
58 w Biopsie Muskel Gefroren /
Kontrolle_
12
73 w Biopsie Muskel Gefroren /
Kontrolle_
13
27 m Biopsie Muskel Gefroren /
Kontrolle_
14
70 w Biopsie Muskel Gefroren /
Kontrolle_
15
49 w Biopsie Muskel Gefroren /
Kontrolle_
16
42 w Biopsie Muskel Gefroren /
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Wie  schon  in  der  Einleitung  erwähnt,  ist  das  transgene  SOD-1-G93A-
Mausmodell  das am häufigsten verwendete Tiermodell für die familiäre Form
der ALS. Um eine Vergleichsmöglichkeit  mit  den humanen SALS Proben zu
haben, wurde dieses bekannte Modell hinzugezogen.
Tabelle: FALS (SOD-1-G93A) Maus:
Pathologie Alter Geschlecht Material Materialart
FALS_1 9 Wochen m RM, Muskel Gefroren/
Paraffin
FALS_2 9 Wochen m RM, Muskel Gefroren/
Paraffin
FALS_3 18 Wochen m RM, Muskel Gefroren/
Paraffin
FALS_4 18 Wochen m RM, Muskel Gefroren/
Paraffin
FALS_5 18 Wochen m RM, Muskel Gefroren/
Paraffin
FALS_6 18 Wochen m RM, Muskel Gefroren/
Paraffin
Tabelle: Kontroll Maus (Wildtyp Wurfgeschwistertier):
Pathologie Alter Geschlecht Material Materialart
Kontrolle_1 9 Wochen m RM, Muskel Gefroren/
Paraffin
Kontrolle_2 9 Wochen m RM, Muskel Gefroren/
Paraffin
Kontrolle_3 9 Wochen m RM, Muskel Gefroren/
Paraffin
Kontrolle_4 9 Wochen m RM, Muskel Gefroren/
Paraffin
Kontrolle_5 18 Wochen m RM, Muskel Gefroren/
Paraffin
Kontrolle_6 18 Wochen m RM, Muskel Gefroren/
Paraffin
Kontrolle_7 18 Wochen m RM, Muskel Gefroren/
Paraffin
Kontrolle_8 18 Wochen m RM, Muskel Gefroren/
Paraffin
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3.2) Verwendete Geräte: 
Kryostat: Leica
Mikrotom: Leica
Objektträger: Menzel  Gläser  Superfrost,  Thermo
Scientific 
Dampfgarer: Philips
Sanifikator: Ultrasonic Processor
Kochplatte: Heidolph
Zentrifugen: Eppendorf Model 5804 R, Eppendorf 
Model 5415 R
Gewebehomogenisator: Precellys 24, Peqlab
Gelkammer: Dual Gel Caster, Hoefer
Elektrophoresekammer: Hoefer
Westernblotsystem: Fastblot B44, Biometria
Blotting-Papier Whatman Blotting System
PVDF-Membran: Immobilion, Millipore
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3.3) Verwendete Puffer:
PBS Puffer: 
Kaliumhydrogenphosphat, Sigma 1 g
Kaliumchlorid, Sigma 1 g
Di-Natriumhydrogenphosphat, Sigma 5,75 g
Natriumhlorid, Sigma 40 g
TBS Puffer:
 NaCl 8 g
 KCl 0,2 g
 Tris-Base 3 g
 Aqua bidest. 800 ml
Antikörper-Verdünnungspuffer: DCS Innovative Diagnostic Systems
Lysepuffer für humanes Gewebe: 
0,125 M Tris (pH 6,4) 5 ml
4 % SDS 0,4 g
10 % Beta-Mercaptoethanol 1 ml
10 % Glycerin 1,25 ml
0,001 % Bromphenolblau 10 µl
4 M Harnstoff 2,45 g
Lysepuffer für murines Gewebe (RIPA-Puffer): 
Tris 790 mg in 75 ml Aqua.dest
NaCl 900 mg
10 % NP40 10 ml
0,5 M EDTA 200 µl
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Trenngelpuffer:(10 %)
Aqua bidest 7,24 ml
4 X Trenngelpuffer 
(1,5 M Tris-HCl; 0,4 % SDS; pH 8,8)
5 ml
40 % Acrylamid Solution, Biorad 4,86 ml
2 % Bis-Acrylamid Solution, Biorad 2,68 ml
20 % APS, Sigma 200 µm
Temed, Sigma 20 µm
Sammelgelpuffer:
Aqua bidest 5,91 ml
4 X Sammelgelpuffer 
(pH 6,8; 0,5 M Tris-HCl; 0,4 % SDS)
2,5 ml
40 % Acrylamid Solution, Biorad 0,96 ml
2 % Bis-Acrylamid Solution, Biorad 0,52 ml
20 % APS, Sigma 100 µm
Temed, Sigma 10 µm
Elektrophoresepuffer:
0,3 % Tris-Base, Roth 3 g
1,44 % Glycin 14,4 g
0,2 % SDS 10 ml
Anodenpuffer I:
300 mM Tris/HCl, Roth 150 ml einer 1 M Lösung
20 % Methanol, VWR 100 ml
Anodenpuffer II: 
25 mM Tris/HCl, Roth 12,5 ml einer 1 M Lösung
20 % Methanol, VWR 100 ml
Kathodenpuffer: 
25 mM Tris/HCl, Roth 12,5 ml einer 1 M Lösung
40 mM e-Aminocapronsäure, Sigma 20 ml einer 1 M Lösung
20 % Methanol, VWR 100 ml
TBST-Puffer: (1 Liter)
10 x TBS-Puffer (siehe oben) 100 ml
20 % Tween, Roth 2,5 ml
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3.4) Verwendete Antikörper:
VAPB-Antikörper: Rabbit anti-VAPB pAB, Pineda, Berlin
Sekundärantikörper-Kit 
(Immunhistochemische Färbungen): DCS Innovative Diagnostive Systems, 
DCS Detection Line
Sekundärantikörper 
(Western Blot): Goat anti-rabbit
Primärantikörper: Mouse anti-Tubulin pAK, Sigma Aldrich,
USA 
Sekundärantikörper: Mouse anti-Tubulin
3.5) Verwendete Lösungen:
DAB-Kit: Liquid DAB Concentrate Substrate Pack, Bio Genex
Hämalaunblau: Fertiglösung, Merck
Eindeckmedium: Vito Clud, R. Langenbrinck
Esterase- Färbung:
N-Naphtyl-Acetat 10 mg
Aceton 1,5 ml
0,2 M Sodium Phosphat 25 ml
4 % Sodium Nitrit 0,8 ml
4 % Pararosanillin-HCl 0,8 ml
Proteaseinhibitor: Protease Inhibitor Cocktail, Sigma
Proteinstandard: Precision Plus Protein Standards Dual
Color, Bio Rad
Chemilumineszenz-Substrat: Super  SIGMA  West  Femto,  Thermo
Scientific
Stripping-Kit: Re-Blot Plus Mild Solution, Millipore
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4) Methoden
Nachfolgend sind die verwendeten Methoden aufgeführt:
Färbungen:
4.1) Immunhistochemie
Die Gewebsbiopsie, bzw. das postmortem entnommene Stück Gewebe, wurde
im Kryostaten bei -20°C mit einer Schnittdicke von je 7 µm geschnitten und auf
sialysierte oder auf industriell beschichtete Objektträger aufgetragen. Wenn das
Gewebe  Paraffin-fixiert  vorlag,  wurde  es  mit  Hilfe  eines  Rollenmikrotoms
geschnitten.
Sialysieren: Die Objektträger wurden 5 Minuten in Aceton bei 56 °C inkubiert.
Nach Abkühlen der Objektträger wurden diese für erneute 5 Minuten in einem
Gemisch aus 450 ml Aceton und 30 ml Triehoxysilyl inkubiert. Diesem Schritt
schließen sich aufeinanderfolgend eine 5 minütige Inkubation in  Aceton und
eine  5  minütige  Inkubation  in  Aqua  dest.  an.  Anschließend  wurden  die
Objektträger über Nacht im Brutschrank getrocknet und am nächsten Tag unter
Verwendung eines Wattetupfers die Sialylbeschichtung aufgetragen. 
Die  auf  die  beschichteten  Objekträger  transferierten  Paraffin-fixierten
Gewebeproben  wurden  für  5  Minuten  in  PBS-Puffer  inkubiert.  In  vorher
erhitztem Citratpuffer wurden die Objektträger nun für 30 Minuten bei 175 °C in
einem Dampfbad vorbehandelt. Dieser Schritt dient der Antigendemaskierung.
Er  ist  notwendig,  um  die  vorher  durch  Paraffin  oder  Formalin  maskierten
Epitope für den später aufzutragenden Antikörper wieder sichtbar zu machen.
Die  Objektträger  wurden  anschließend  für  5  Minuten  in  Citratpuffer  bei
Raumtemperatur inkubiert.  Es schloss sich ein 5 minütiger Inkubationsschritt
der Präparate in PBS-Puffer an. Anschleißend wurden die Präparate vorsichtig
abgetrocknet und in eine feuchte Kammer überführt. In dieser Kammer erfolgte
die  Applikation  des  VAPB-  Primärantikörper  in  einer  Verdünnung  von  1:200
sowie eine einstündige Inkubation. Der Antikörper wurde daraufhin vorsichtig
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abgetropft und die Präparate in PBS-Puffer gewaschen. Nachdem diese erneut
abgetupft  und wieder in eine feuchte Kammer überführt wurden, erfolgte die
Applikation des Polylink-Sekundärantikörpers. Dieser war entsprechend gegen
die Spezies des ersten Antikörpers gerichtet. Zusätzlich wurden als Kontrollen
Präparate  mitgeführt,  in  denen  zuvor  die  Applikation  des  Erstantikörpers
ausblieb.  Dies  diente  dem  Nachweis  der  Spezifität  der  Antigen-Antikörper-
Reaktion.  Nach  15  Minuten  Inkubationszeit  wurde  der  Sekundärantikörper
entfernt, die Objektträger in PBS Puffer gewaschen und erneut trocken getupft
und in die feuchte Kammer gelegt, wo sie 15 Minuten mit der Peroxidaselösung
(Liquid DAB Concentrate Substrate  Pack,  Bio  Genex) inkubiert  wurden.  Die
Peroxidaselösung wurde anschließend entfernt  und die  Objektträger  wurden
erneut in PBS gewaschen. Zur Visualisierung der HR-Peroxidasereaktion wurde
ein  DAB-Kit  unter  Berücksichtigung  der  Herstellerangaben  verwendet.  Nach
kurzer  Waschung  der  Präparate  in  PBS  wurden  diese  zur  Färbung  der
Zellkerne  für  2  Minuten  in  Hämalaunblau  inkubiert,  anschließend  mit  H2O
gewaschen  und  final  zur  gleichmäßigen  Farbverteilung  für  5  Minuten  in
Leitungswasser  gestellt.  Die  Dehydrierung  der  Präparate  erfolgte  in  einer
aufsteigenden Alkoholreihe (70%iger, 96%iger, 100%iger Alkohol, Xylol). 
4.2) Esterase-Färbung
Zur  Färbung  der  motorischen  Endplatten  im  Muskelgewebe  wurde  die
Esterase-Färbung verwendet  (Acetylcholin-Esterase;  ACh-Esterase  Färbung).
Die für diese Färbung benötigten Komponenten (siehe 3.5) wurden gemischt
und die Präparate für 10 Minuten in diesem Gemisch inkubiert. Anschließend
wurden diese zwei Mal in H2O gewaschen. Im Anschluss wurden die Schnitte
mittels einer aufsteigenden Alkoholreihe (50%iger, 70%iger, 80%iger, 95%iger,
100%iger Alkohol, Xylol) dehydriert und eingedeckt.
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Western Blot:
4.3) Herstellung der Proteinlysate aus humanem Gewebe
Zur  Herstellung  von  Proteinlysaten  für  die  SDS-PAGE  mit  anschließender
Western  Blot  Analytik  wurden  circa  30  mg Gewebe in  400  µl  Probenpuffer
(siehe 3.3) mit 4 µl Proteaseinhibitorenmix aufgenommen. Anschließend wurde
das  Gewebe  bei  0  °C  mit  Hilfe  eines  Sonifikators  (zwei  Intervalle  á  10
Sekunden) aufgeschlossen. Das Homogenat wurde danach für 5 Minuten bei
100 °C gekocht. Der darauffolgende 5 minütige Zentrifugationsschritt bei 4 °C
und 14000 rpm diente dazu, Gewebstrümmer vom Proteinlysat zu separieren.
Das Proteinlysat wurde daraufhin entnommen und bis zur weiteren Verwendung
bei -20 °C gelagert. 
4.4) Herstellung der Proteinlysate aus murinem Gewebe
Entsprechend  der  Herstellung  von  Proteinlysaten  aus  humanem  Gewebe
wurden  auch  hier  circa  30  mg  Probenmaterial  in  400  µl  RIPA-Puffer
aufgenommen,  der  4  µl  Proteaseinhibitorenmix  enthielt.  Die  weitere
Vorgehensweise erfolgte wie unter 4.3 beschrieben.
4.5) Proteinkonzentrationsbestimmung 
Die  Proteinkonzentrationsbestimmung erfolgte  mittels  des  BCA-Assays  nach
Angaben des Herstellers.
4.6) SDS Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS PAGE)
Zur Auftrennung der Proteine und zur anschließenden Western Blot  Analyse
wurde eine SDS PAGE durchgeführt.  Hierfür wurde ein SDS-Gel, bestehend
aus Trenngel und Sammelgel hergestellt.  Die Trennung der Proteine erfolgte
gelelektrophoretisch bei einer Stromstärke von etwa 60 mA für 1,5 Stunden. Im
Anschluss wurden die Proteine mittels Western Blot auf eine PVDF-Membran
übertragen.
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4.7) Western Blot
Das SDS-Gel wurde für den Transfer der Proteine auf eine PVDF-Membran im
Semi-Dry Verfahren eingesetzt.  Zur Durchführung des Western Blots wurden
zwei Whatman-Papiere in Anodenpuffer 1, ein Papier in Anodenpuffer 2 und
vier Papiere in Kathodenpuffer inkubiert. Die PVDF-Membran wurde für wenige
Sekunden  in  Methanol  aktiviert  und  dann  in  Anodenpuffer  2  äquilibriert.
Anschließend wurden die zwei in Anodenpuffer 1 getränkten Papiere auf die
Anode der Apparatur gelegt und darauf das Papier mit Anodenpuffer 2 platziert.
Nun folgten die PVDF-Membran und dann das PAA-Gel. Den Abschluss bilden
die zwei im Kathodenpuffer äquilibirierten Papiere. Um Luftblasen im Aufbau
dieses  „Sandwich-Modells“  zu  entfernen,  die  u.  U.  den  Proteintransfer
behindern,  wurde  mit  einem  Röhrchen  mehrmals  über  das  „Sandwich“
gestrichen. Nachdem die Kathode aufgebracht wurde, erfolgte der Transfer der
Proteine bei 50 mA für 40 Minuten. Anschließend erfolgte der immunologische
Nachweis der Proteine (siehe 4.9).
4.8) PonceauS-Färbung
Die  PonceauS-Färbung  diente  der  Überprüfung  eines  effizienten
Proteintransfers  auf  die  PVDF-Membran.  Zudem  kann  somit  ein  Eindruck
gewonnen werden, ob annährend gleiche Proteinmengen einer jeden Proben
aufgetragen  wurden.  Hierzu  wurde  die  Membran  5  Minuten  in  PonceauS-
Lösung  geschwenkt  und  anschließend  mehrmals  mit  Wasser  gespült.
Anschließend  wurde  die  Membran  vor  der  Blockierung  der  unspezifischen
Bindungsstellen 5 Minuten in TB-T schüttelnd inkubiert. 
4.9) Immunologischer Nachweis von Proteinen auf einer PVDF-Membran
Nach der Übertragung der Proteine auf eine PVDF-Membran mittels Western
Blot wurden freie Bindungsstellen auf der Membran mit 5 % Magermilch in 1 x
TBS-T  während  60  Minuten  blockiert.  Nach  zwei  Waschschritten  in  TBS-T
wurde die Membran mit dem Erstantikörper über Nacht bei 4°C inkubiert. Der
Erstantikörper wurde anschließend abgenommen und die Membranen dreimal
mit  TBS-T  gewaschen.  Jetzt  erfolgte  die  Inkubation  mit  dem  geeigneten
Zweitantikörper für 60 Minuten. Nach Entfernung des Antikörpers wurden die
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Membranen  zunächst  dreimal  für  zehn  Minuten  mit  TBS-T gewaschen.  Die
Detektion  des  Zweitantikörpers,  welcher  mit  einer  Meerettichperoxidase
konjugiert  ist,  erfolgte nun durch eine Behandlung der Membranen mit einer
ECL-Inkubationslösung  für  5  Minuten.  Die  anschließende  Detektion  erfolgte
unter Verwendung von ECL-Filmen. 
4.10) Western-Blot-Strip
Zur  Entfernung gebundener Antikörper  vom entsprechenden Antigen wurden
die PVDF- Membranen zunächst 2 x für je 5 Minuten mit TBS-T gewaschen.
Anschließend wurde die Re-Blot Plus Mild Solution (Millipore) aufgetragen.
Nach  erneuter  Blockierung  unspezifischer  Bindungsstellen  nach  oben
beschriebenem Protokoll erfolgte die Applikation eines neuen Primärantikörpers
über  Nacht  bei  4  °C.  Am  nächsten  Tag  wurde  dann  wie  unter  Punkt  4.9
beschrieben verfahren.
4.11) Auswertung und Quantifizierung
Die  Quantifizierung  der  Bandenintensität  wurden  mit  Photoshop  CS3
durchgeführt und normalisiert gegen α-Tubulin. Die Werte sind Mittelwerte ± SD
von drei unabhängigen Experimenten * P <0,05, ** P <0,005.
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5) Ergebnisse
5.1)Human:
5.1.1) SALS
Rückenmark:
Rückenmarkskontrolle:
Im Rückenmark gesunder Probanden sind Motoneurone, andere Zellen sowie
alle  Axone  leicht  oder  gar  nicht  angefärbt.  Die  Motoneurone  stellen  sich
regelrecht dar. Es sind keinerlei Aggregate oder Ablagerungen identifiziert. Im
Western Blot dienen diese Gewebeproben als entsprechende Kontrollen zum
Vergleich mit ALS-geschädigtem Rückenmark.
SALS Rückenmark:
In  der  Immunhistochemie  waren  im  Lichtmikroskop  im  Vorderhorn  des
Rückenmarks  die  Motoneurone  verstärkt  angefärbt.  Besonders  die  Nissl-
Substanz  war  detailliert  erkennbar.  Zudem  waren  diffuse  Anfärbungen  der
erhaltenen Motoneurone deutlich sichtbar. Auch fanden sich in den Axonen der
Motoneurone Strukturen, die Sphäroide, also alterierte,  geschwollene Axone,
bzw.  axonale  Einschlußkörper  (Robertson  et  al.  2002) darstellen  könnten.
Daneben  fanden  sich  nicht  mit  Motoneuronen  assoziierte  plaqueartige
Ablagerungen. 
Die  Anzahl  der  Motoneurone  ist,  im  Gegensatz  zu  den  Kontrollprobanden
signifikant vermindert, teilweise ist auch die Größe reduziert.
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Abb.: Zählung der Motoneurone
In den Hintersträngen der weißen Substanz des Rückenmarks waren VAPB-
positive Strukturen zu erkennen, die dystrophe Neurite darstellen könnten, 
die plaqueartig formiert sind und den Plaques bei Morbus Alzheimer ähnlich 
sehen. Diese Gebilde sehen auch den Corpora Amylacea (hyaline Massen 
degenerierter Zellen) (Orthner et al. 1973) sehr ähnlich. Zudem waren auch 
hier kugelförmige Aggregate zu sehen, die verdickte Axone sein könnten.
Abb.: Färbungen Rückenmark ALS Human
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Für alle in dieser Arbeit durchgeführten Western Blots wurde die Quantifizierung
der Bandenintensität mit Photoshop CS3 durchgeführt und normalisiert gegen
α-Tubulin.  Die  Werte  sind  Mittelwerte  ±  SD  von  drei  unabhängigen
Experimenten. * P <0,05, ** P <0,005. 
Im Western Blot des Rückenmarks war eine signifikante Erniedrigung von VAPB
erkennbar. Es besteht der Verdacht, dass dies an Inklusionen liegen könnte, die
nicht  mehr  als  Protein  detektiert  werden  können.  Es  wäre  allerdings  auch
möglich,  dass  das  Protein  mit  der  gewählten  Methode  nicht  löslich  ist.
Außerdem könnte die Verminderung der VAPB-Konzentration auch durch die
Reduktion der Motoneurone bedingt sein.
Abb.: Western Blot des Rückenmarks von gesunden Kontrollprobanden gegen Patienten
mit SALS 
Abb.: Quantifizierung der Ergebnisse
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Auffällig in allen Western Blots ist eine zusätzliche Bande bei 50kDA.
Abb.: Western Blot des Rückenmarks von gesunden Kontrollprobanden gegen Patienten
mit SALS mit zwei detektierbaren Banden 
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Muskel:
Kontrollmuskel:
Im  gesunden  Muskel  waren  keine  farblichen  Unterscheide  zwischen  den
einzelnen Muskelfasern zu erkennen. Die Fasern waren regelmäßig aufgebaut
und VAPB-positiv. Im Western Blot definierten die Kontrollmuskeln einheitliche
Proteinlevel,  die  verglichen zum Muskelgewebe von ALS-Patienten niedriger
waren.
SALS Muskel:
Frisch  atrophierte  Muskelfasern  sind  in  der  Immunhistochemie  mittels  DAB-
Färbung partiell stark angefärbt. Progressiv atrophierte Fasern waren hingegen
nur schwach immunreaktiv.  Das Stadium der Atrophie lässt sich anhand der
Durchmesser  der  Fasern  bestimmen.  Normale  Muskelfasern  haben  einen
Durchmesser  von  40-70  µm,  teilatrophische  Fasern  von  20-40  µm  und
atrophische  Fasern  von  unter  20  µm.  Der  Durchmesser  ist  hierbei  der
Muskelfaserdurchmesser,  der  rechtwinklig  zum  größten  sichtbaren
Durchmesser steht.
Der  wohl  auffälligste  Befund  am  Patientenmuskel  sind  VAPB-positive
Ablagerungen, die im Bereich der Endplatten detektierbar sind. Die Endplatten
wurden  in  einem  vorausgegangenen  Schritt  mit  Hilfe  der  (Acetylcholin)-
Esterasefärbung  als  solche  identifiziert.  Die  immunhistochemisch  basierte
Darstellung von VAPB erfolgte in einem seriellen Folgeschnitt.
Diese beiden Schnitte wurden übereinandergelegt, um sicher zu gehen, dass
die  Lokalisation  der  Endplatte  mit  der  von  VAPB  gefärbten  Lokalisation
übereinstimmt. Als Negativkontrolle diente jeweils ein weiterer, entsprechender
serieller Folgeschnitt der ausschließlich mit dem Sekundärantikörper behandelt
wurde und somit  die Verifizierung der Spezifität  des VAPB-Primärantikörpers
zuließ.
Die  SALS-Fälle  wurden  mit  Kontrollprobanden  verglichen  (siehe  Tabelle
Material). 
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Abb.: Färbungen Muskel ALS Human
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Bei der Proteindetektion von VAPB mittels Western Blots im Patientenmuskel
war, im Vergleich zu Kontrollproben, eine signifikante Erhöhung von VAPB zu
verzeichnen. 
Abb.: Western Blot des Muskels von gesunden Kontrollprobanden gegen Patienten mit
SALS 
Abb.: Quantifizierung der Ergebnisse
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5.1.2.) NMA:
Kontrollmuskel:
In den jeweiligen gesunden Kontrollmuskeln waren keine Unterschiede in der
Immunreaktivität  zwischen  den  einzelnen  Muskelfasern  zu  erkennen.  Die
Fasern waren regelmäßig aufgebaut und angefärbt. Im Western Blot definierten
die  Kontrollmuskeln  die  normale  Proteinmenge.  Der  Vergleich  dieser
Kontrollmuskeln  mit  Muskelgewebe  von  ALS-Patienten  zeigte  erhöhte
Proteinlevel innerhalb des Gesamtproteinlysats der Patientengruppe.
Neurogene Muskelatrophie:
Die Muskelproben von Patienten mit  neurogener Muskelatrophie wurden als
eine weitere Untersuchungsgruppe definiert, um die SALS mit einem anderen
degenerativen  Krankheitsbild  zu  vergleichen  und  entsprechend  eventuelle
Gemeinsamkeiten sowie Unterschiede festzustellen
Frisch  atrophierte  Muskelfasern  sind  in  der  Immunhistochemie  mittels  DAB-
Färbung partiell stark angefärbt. Progressiv atrophierte Fasern waren hingegen
nur schwach immunreaktiv. Vergleichbar zu dem oben genannten Befund waren
auch  hier  VAPB-  positive  Ablagerungen  im  Bereich  der  Endplatten  zu
verzeichnen.
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Abb.: Färbungen Muskel NMA Human
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Abb.: Färbungen Muskel NMA Human
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Eine,  durch  die  oben  genannte  Quantifizierung  bestimmte,  signifikante
Erhöhung von VAPB war im Western Blot in den Muskelproben von Patienten
mit  neurogener  Muskelatrophie  sowie  bei  den  Patientenproben  mit  ALS  zu
erkennen. 
Abb.: Western Blot des Muskels von gesunden Kontrollprobanden gegen Patienten mit
NMA 
Abb.: Quantifizierung der Ergebnisse
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5.2) Maus:
5.2.1) FALS:
Rückenmark:
Rückenmarkskontrolle:
Eine gleichmäßige, moderat starke Anfärbung des Rückenmarks war sichtbar.
Neurone  waren  mitsamt  ihrer  Axone  sichtbar,  es  waren  viele,  große
Motoneurone detektierbar, jedoch weder Ablagerungen, Aggregate, Inklusionen
oder Plaques. 
Im Western Blot dienten die Kontrollen als Normwert.
FALS Rückenmark:
In  der  Immunhistochemie mittels  DAB- Färbung waren auch bei  der  SOD-1
Maus  die  Motoneurone  verstärkt  immunreaktiv.  Zudem  waren  diffuse
Anfärbungen  der  erhaltenen  Motoneurone  deutlich  sichtbar.  Vergleichbar  zu
den humanen Proben  fanden sich in den Axonen der Motoneurone Strukturen,
die  Sphäroide,  also  alterierte,  geschwollene  Axone,  bzw.  axonale
Einschlußkörper  (Robertson et al. 2002) darstellen könnten.  Daneben fanden
sich nicht mit Motoneuronen assoziierte plaqueartige Ablagerungen. 
Zudem konnte  auch hier eine Reduktion der Motoneurone verzeichnet werden.
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Abb.: Färbungen Rückenmark ALS Maus
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Die Proteindetektion mittels Western Blots zeigte eine signifikante Erniedrigung
von VAPB. Es besteht auch hier der Verdacht, dass dies an Inklusionen liegen
könnte, die nicht mehr als Protein detektiert werden können.
Abb.:  Western  Blot  des  Rückenmarks  von  Wildtypmäusen  gegen  transgene  SOD-1
Mäuse 
Abb.: Quantifizierung der Ergebnisse
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VAPB
 Tubulin
30 kDA
50 kDA
  Kon            ALS
KO G93A
VAPB/Tubulin
Muskel:
Kontrollmuskel:
Im  Muskelgewebe  nicht  erkrankter  Tiere  waren  keine  immunreaktiven
Unterschiede zwischen den einzelnen Muskelfasern zu erkennen. Die Fasern
waren  regelrecht  aufgebaut  und  angefärbt.  Im  Western  Blot  definierten  die
Kontrollmuskeln  die  normale  Proteinmenge.  Der  Vergleich  der  VAPB-
Proteinlevel  zwischen ALS-erkrankten und nicht-erkrankten Tieren zeigte  bei
ersteren erhöhte Mengen. 
FALS Muskel:
Frisch  atrophierte  Muskelfasern  sind  in  der  Immunhistochemie  mittels  DAB-
Färbung partiell  verstärkt  angefärbt.  Deutlich sichtbar  wurden hierbei   große
rundliche,  teilweise  langezogen  Ablagerungen  neben  kleineren  vesikulären,
körnchenartigen  immunreaktiven  Strukturen.  Progressiv  atrophierte  Fasern
waren hingegen nur schwach immunreaktiv.
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Abb.: Färbungen Muskel ALS Maus 
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Entsprechend  der  Resultate  der  vergleichenden  Untersuchungen  zwischen
humanen Muskelgewebe ALS-erkrankter und nicht-erkrankter Personen zeigen
die murinen Proben ebenfalls erhöhte Proteinlevel im Falle des Vorliegens einer
ALS-Pathologie.
Abb.: Western Blot des Muskels von Wildtypmäusen gegen transgene SOD-1 Mäuse 
Abb.: Quantifizierung der Ergebnisse
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VAPB
 Tubulin
30 kDA
50 kDA
Kon      ALS
*
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VAPB/Tubulin
5.3) Auswertung der Immunhistochemischen Färbungen mit VAPB:
0: Keine Anfärbung
+: Geringe Anfärbung
++: Moderate Anfärbung
+++: Ausgeprägte Anfärbung
Tabelle: Rückenmark Human Kontrollen
Pathologie Moto-
neurone
Axone  der
Motoneurone
Andere
Neurone
Axone
anderer
Neurone
Oligoden-
drozyten 
Weitere
Anfärbungen
Kontrolle ++ ++ ++ + + /
Kontrolle + + + + + /
Kontrolle + + + + + /
Kontrolle + + + + + /
Kontrolle + + ++ + + /
Kontrolle + / + + + /
Kontrolle + + + + + /
Kontrolle + ++ + ++ + /
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Tabelle: Rückenmark Human SALS
Pathologie Moto-
neurone
Axone  der
Motoneurone
Andere Neurone Axone
anderer
Neurone
Oligoden-
drozyten
Weitere
Anfärbungen
SALS ++ / + / + /
SALS ++ ++ ++ + / +++
SALS ++ ++ ++ + + +++
SALS + ++ + + + +++
SALS ++ + ++ + ++ ++
SALS ++ ++ + + ++ ++
SALS ++ ++ + + + ++
SALS + + + + + /
SALS ++ + ++ + ++ +++
SALS ++ + ++ + ++ +++
SALS + + + + + ++
SALS ++ ++ ++ + + +
SALS +++ ++ +++ + ++ +++
SALS +++ +++ ++ ++ ++ ++
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Rückenmark
Maus
Kontrollen:
Pathologie Moto-
neurone
Axone  der
Motoneurone
Andere Neurone Axone
anderer
Neurone
Oligoden
-drozyten
Weitere
Anfärbungen
Kontrolle
(9 Wo)
+++ ++ +++ ++ ++ /
Kontrolle
(9 Wo)
+++ ++ +++ ++ ++ /
Kontrolle
(9 Wo)
+ + + + + /
Kontrolle
(9 Wo)
+ + + + + /
Kontrolle
(18 Wo)
++ + ++ + ++ /
Kontrolle
(18 Wo)
+++ ++ +++ + + /
Kontrolle
(18 Wo)
++ + ++ + ++ /
Kontrolle
(18 Wo)
+++ + ++ + +++ /
Rückenmark 
Maus
FALS:
Pathologie Moto-
neurone
Axone  der
Motoneurone
Andere Neurone Axone
anderer
Neurone
Oligoden-
drozyten
Weitere
Anfärbungen
FALS
(9 Wo)
+++ ++ ++ ++ ++ +++
FALS
(9 Wo)
++ + ++ + + +
FALS
(18 Wo)
+++ ++ +++ ++ ++ +++
FALS
(18 Wo)
+++ ++ +++ ++ ++ +++
FALS
(18 Wo)
+++ ++ ++ ++ ++ ++
FALS
(18 Wo)
++ ++ ++ ++ ++ ++
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Muskelfasern
Human
Kontrollen:
Pathologie Hypertrophe
Fasern
Normal  große
Fasern
Teilatrophe
Fasern
Völlig  atrophe
Fasern
Kontrolle / + / /
Kontrolle / + / /
Kontrolle / + / /
Kontrolle / + / /
Kontrolle / + / /
Kontrolle / + / /
Kontrolle / + + /
Kontrolle / + / /
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Muskelfasern
Human
SALS:
Pathologie Hypertrophe
Fasern
Normal  große
Fasern
Teilatrophe Fasern Völlig  atrophe
Fasern
SALS + + + ++
SALS ++ ++ ++ ++
SALS + + + ++
SALS + + ++ ++
SALS + ++ ++ +++
SALS + ++ +++ +++
SALS + ++ +++ +++
SALS + + + ++
SALS + ++ +++ +++
SALS + ++ ++ +++
SALS + ++ +++ +++
SALS + + ++ ++
SALS + + +++ +++
SALS + ++ +++ +++
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Muskelfasern
Human
NMA:
Pathologie Hypertrophe
Fasern
Normal  große
Fasern
Teilatrophe
Fasern
Völlig  atrophe
Fasern
NMA + ++ +++ +++
NMA + ++ +++ +++
NMA + ++ +++ +++
NMA + + ++ +++
NMA + ++ +++ +++
NMA + ++ +++ +++
NMA + ++ ++ +++
NMA + ++ +++ +++
NMA + ++ +++ +++
NMA + ++ ++ ++
NMA + + ++ ++
NMA + + ++ +++
NMA / ++ ++ +++
NMA + + + +
NMA + ++ +++ +++
NMA + ++ +++ +++
NMA + ++ +++ +++
NMA + + ++ +++
NMA + + +++ +++
NMA / + ++ ++
NMA + ++ ++ +++
NMA + ++ +++ +++
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Muskelfasern
Maus
Kontrollen:
Pathologie Hypertrophe
Fasern
Normal  große
Fasern
Teilatrophe
Fasern
Völlig  atrophe
Fasern
Kontrolle
(9 Wo)
+ + + ++
Kontrolle
(9 Wo)
/ + + ++
Kontrolle
(9 Wo)
+ + + +
Kontrolle
(9 Wo)
/ + /
Kontrolle
(18Wo)
+ + + +
Kontrolle
(18Wo)
+ + + +
Kontrolle
(18Wo)
/ + / /
Kontrolle
(18Wo)
+ + + +
Muskelfasern 
Maus
FALS:
Pathologie Hypertrophe
Fasern
Normal  große
Fasern
Teilatrophe
Fasern
Völlig  atrophe
Fasern
FALS (9 Wo) + ++ +++ +++
FALS (9 Wo) + + ++ ++
FALS (18 Wo) + ++ +++ +++
FALS (18 Wo) + ++ +++ +++
FALS (18 Wo) + ++ +++ +++
FALS (18 Wo) + + + +
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6) Diskussion 
6.1) Vermehrte VAPB Expression als Schutzmechanismus?
6.1.1) Reaktionen der Muskelfasern auf Denervation
Als  Denervation  bezeichnet  man  die  ``teilweise  oder  totale  Trennung  eines
Organ(system)s  oder  Großhirn(kern)gebietes  von  seinen  nervalen
Verbindungen``  (Roche  Lexikon  2003).  Die  Denervation,  die  im Kontext  der
Amyotrophen Lateralsklerose eine wichtige Rolle spielt und die hier behandelt
werden soll, führt zur neurogenen Muskelatrophie (Denervationsatrophie). 
Neurogene Muskelatrophie bedeutet in diesem Kontext, dass die Versorgung
von  Skelettmuskelfasern  über  ihre  motorische  Endplatte  von  ihrem
versorgenden Axonast nicht mehr oder nur unzureichend gewährleistet ist und
somit  die  Muskelfaser  degeneriert  (Weis  et  al.  2009).  Die  Muskelfaser
atrophiert; falls sich keine Reinnervation einstellt, wird der Muskel bindegewebig
umgebaut. Die Denervation der Muskelfasern ist morphologisch eindrucksvoll in
Muskelschnitten  zu  erkennen:  Die  denervierten  Muskelfasern  nehmen  eine
eckige  oder  flache  Form  an  und  bilden  gruppenförmige  Formationen.  Bei
Verlust  der  regelrechten  Kommunikation  zwischen  Axonast  und  Muskelfaser
setzt  die  Muskelfaser  chemotaktische  Stoffe  frei,  die  regenerierende
Axonsprossen  anlocken  und  dadurch  die  Kommunikation  wiederherstellen
sollen (Weis et al. 2009). 
Wenn  Axone  eines  peripheren  Nervs  durchtrennt  werden,  degenerieren  die
distalen  Axonstümpfe  (Wallersche  Degeneration).  In  den  übriggebliebenen
Schwannzellbändern sprossen die proximalen Axonenden nach distal hin aus
(Deumens et al. 2010). Diese sogenannte Büngnersche Bänder bilden für die
aussprossenden Axone eine Leitstruktur (Deumens et al. 2010) (Caspers 2004).
Im  Falle  der  erfolgreichen  Regeneration  des  Nervens  und  einer
Wiederherstellung der Kommunikation über die Endplatte kann die Muskelfaser
wieder wachsen und ihre Funktion zurückerlangen (Deumens et al. 2010). Falls
die  aussprossenden  proximalen Axonenden  ihre  Zielstruktur  nicht  erreichen,
kann  sich  ein  ``Nervenknäuel``,  ein  sogenanntes  Neurom,  bilden  und  die
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Muskelfaser wird atrophisch (Deumens et al. 2010).
Abb.: Degeneration und Regeneration bei Schädigung peripherer Nerven. Entnommen
aus Deumens et al. 2010.
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6.1.2) Funktion des VAPB Proteins
Wie in der Einleitung beschrieben, besitzt das VAPB-Protein viele verschiedene
Funktionen:  Es  hat  Transportfunktionen,  insbesondere  trägt  es  zur
Vesikelbildung bei (Tudor et al. 2010). Der Weiteren zeigt es Schutzfunktionen,
insbesondere für das Endoplasmatische Retikulum (Fasana et al.  2010) und
spielt eine wichtige Rolle in der Proteinprozessierung (Tudor et al. 2010). 
6.1.3) Funktionelle Störungen der ALS 8
ALS 8:
Wie  im  Einleitungsteil  beschrieben  ist  die  autosomal  dominant  vererbte
Mutation  p.P56S im VAPB-Protein für die sogenannte ALS 8 verantwortlich.
Diese seltene, familiäre Form der Erkrankung ist in der Literatur für einzelne
europäische  Fälle  beschrieben sowie  für  Familien  in  Brasilien  (Funke et  al.
2010) (Millecamps et al. 2010). Eine langsame Progression der Erkrankung mit
Krämpfen, Tremor und Faszikulationen konnte beobachtet werden (Gros-Louis
et al. 2006). Klinisch wird die Erkrankung im Alter von 31 bis 45 Jahren manifest
(Gros-Louis et al. 2006). Wie in der Einleitung beschrieben, spielt VAPB unter
Anderem  eine  Rolle  bei  Transportvorgängen  und  Vorgängen  der
Proteinprozessierung (Tsuda et al. 2008). In der Literatur ist beschrieben, dass
mutiertes VAPB zusammen mit Wild-Typ VAPB Aggregate bildet (Kanekura et
al. 2006) (Teuling et al. 2007) (Gkogas et al. 2008) (Tudor et al 2010). Es stellte
sich die  Frage,  ob es sich um einen destruktiven Funktionsgewinn oder  um
einen Funktionsverlust des mutierten Proteins handelt. 
Für  einen  destruktiven  Funktionsgewinn  spricht  die  Funktion  des  mutierten
Proteins,  den Transport über Membranen zu stören (Teuling et al. 2007). Ein
weiterer dominant-negativer Effekt wurde von mehreren Gruppen beschrieben
(Kanekura et al. 2006) (Teuling et al. 2007) (Gkogas et al. 2008) (Ratnaparkhi et
al.  2008)  (Tudor  et  al  2010):  Mutiertes  VAPB rekrutiert  Wild-Typ  VAPB zur
Aggregatbildung.
Ein Funktionsverlust wir  vermutet, da ultrastrukturell  nachweisbare unlösliche
Aggregate gebildet werden, in denen das mutierte Protein eine Zerstörung des
FFAT-Motivs aufweist (Teuling et al. 2007) (Suzuki et al. 2009). Das Protein ist
nicht mehr in der Lage, Prozesse in der Zelle regelhaft zu steuern (Suzuki et al.
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2009) (Kabashi et al. 2013).
6.1.4)  Rolle  des   VAPB-Proteins  im  innervierten  und  im  denervierten
Muskel
Ein Mangel an funktionsfähigem VAPB könnte dazu führen, dass die Fähigkeit
der intramuskulären Nervenfasern, dauerhaft die Innervation aufrechtzuerhalten
und im Fall der Denervation die Reinnervation zu fördern, beeinträchtigt wird. In
diesem Kontext könnte von den Muskelfasern exprimiertes VAPB-Protein bzw.
die  MSP-Domäne  von  VAPB  als  neurotropher  Faktor  für  intramuskuläre
motorische  Nervenfasern  agieren,  ähnlich  wie  für  Glial  Cell  Line-Derived
Neurotrophic Factor (GDNF) (Lie et al. 1998) und löslichen Ciliary Neurotrophic
Factor  Receptor  α  (CNTFRα)  (Weis  et  al.  1998)  postuliert.  Denervierte
Muskelfasern  exprimieren  vermehrt  GDNF-mRNA  (Lie  et  al.  1998)  und
CNTFRα-mRNA  (Weis  et  al.  1998).  Die  hier  beschriebene  verstärkte
Expression von VAPB in denervierten Muskelfasern ist damit vereinbar, dass
VAPB daran beteiligt  sein  könnte,  einen regelrechten Innervationsstatus  von
Muskelfasern nach Denervation wiederherzustellen.
Die mittels Western Blot detektierte signifikante Erhöhung des VAPB Proteins
konnte einheitlich  im Muskellysat  von SALS-  und NMA-Patienten sowie  des
SOD1-Mausmodells  dargestellt  werden.  Diese  Befunde  passen  zu  der
beobachteten  starken  Anfärbung  in  der  histologischen  Färbung.  Diese
einheitliche  Beobachtung  lässt  auf  einen  gemeinsamen  Mechanismus
schließen,  bei  dem  VAPB  als  protektiver  Faktor  nach  Denervation  agieren
könnte. Für diese Hypothese spricht unter anderem, dass frisch degenerierte
Fasern  besonders  stark  VAPB  immunreaktiv  sind.  Da  VAPB  ein
Transportprotein ist, wäre es möglich, dass es bei einer gestörten Innervation
der  Muskelfaser  verstärkt  exprimiert  wird,  um die  vermehrten  intrazellulären
Transportvorgänge im Rahmen der Denervationsreaktion zu bewältigen. Auch
käme eventuell  eine  Sekretion  der  bereits  im Einleitungsteil  genannten  und
wahrscheinlich für die Pathogenese der ALS wichtigen  MSP-Domäne in Frage
(Aliaga et al. 2013). Diese könnte einerseits an im Rahmen eines parakrinen
Mechanismus an Rezeptoren der quergestreiften Muskelfasern binden und den
Energiestoffwechsel  der  Muskelfasern  beeinflussen  (Han  et  al.  2013).
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Andererseits  könnte  eine  Bindung  an   intramuskuläre  Axonaussprossungen
bedeutsam sein.
Tsuda et al. haben 2008 erstmals eine Interaktion von VAPB und Eph-Rezeptor
beschrieben. Die  Ephrin-Rezeptoren stellen die größte Familie der Rezeptor-
Tyrosin-Kinasen  dar  (Palmer  &  Klein  2003).  Die  Ephrin-Rezeptoren  werden
aufgrund ihrer Bindungsspezifität in Gruppe A und Gruppe B unterteilt (Palmer
& Klein 2003). Sie spielen eine wichtige Rolle in der Detektion und Reaktion von
inter-  und  intrazellulären  Veränderungen  (Palmer  &  Klein  2003).  An  den
membranständigen Ephrin-Rezeptor binden die sogenannten Ephrine (Tsuda et
al. 2008) (Palmer & Klein 2003). Ephrine werden von Zellen sezerniert  und
übermitteln Signale an benachbarte Zellen (Palmer & Klein 2003). Es wurde
beobachtet, dass sowohl Ephrin-Rezeptoren als auch Ephrine bei Verletzungen
des zentralen Nervensystems  hochreguliert  werden (Palmer  & Klein  2003).
Dies lässt eine neurotrophe Wirkung vermuten.
Die MSP-Domäne, ein Teil des VAPB-Proteins, dient als  Ligand für den Ephrin-
Rezeptor  EphA4  (Tsuda  et  al.  2008).  Die  von  denervierten  Muskelfasern
möglicherweise  sezernierte  MSP-Domäne könnte  in  diesem Zusammenhang
als  neurotropher  Faktor  dienen,  um die  Reinnervation  der  Muskelfasern  zu
fördern. Wenn VAPB mutiert  ist  (sowohl für die P56S als auch für die T46I-
Mutation untersucht), führt dies zu einer Fehlfunktion in der Sekretion der MSP-
Domäne. Diesführt wiederum u.a. zu einer Reorganisation des Zytoskeletts im
Oocyten-Modell und damit zur Aggregatbildung (Tsuda et al. 2008) (Lua et al.
2011).
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6.2.) Ausgeprägte Immunreaktivität von VAPB an den Endplatten
Wie  unter  Punkt  5.1.1)  und  unter  Punkt  5.1.2)  beschrieben,  konnten  wir
feststellen, dass VAPB an den Endplatten eine ausgeprägte Immunreaktivität
aufweist.  Diese  war  detektierbar  in  humanen  und  murinen  Proben,  in
innervierten  und  denervierten  Fasern  sowie  in  Muskelfasern  gesunder
Kontrollen. Die Lokalisation der Endplatten wurde hierbei primär mittels einer
Esterase-Färbung verifiziert.  Wie in der Einleitung beschrieben, ist  VAPB ein
Protein, welches vornehmlich im Endoplasmatischen Retikulum lokalisiert  ist.
Es hat Anteil am vesikulären Transport zwischen ER und Golgi-Apparat (Tudor
et  al.  2010).  Das  Endoplasmatische  Retikulum  (im  Muskel  auch
Sarkoplasmatisches  Retikulum  genannt)  bildet  im  Bereich  des
postsynaptischen Teils der Neuromuskuläten Endplatte ausgedehnte Komplexe
im  Zusammenhang  mit  dem  ausgeprägten  vesikulären  Transport  in  dieser
Lokalisation (Gensler et al. 2001). Dies könnte Grund dafür sein, daß VAPB hier
akkumuliert. In weiterführenden Versuchen konnten wir analoge Ergebnisse für
den  Kalziumsensor  STIM-1  (Stromal  interaction  molecule  1)  erzielen
(Goswami&Jesse, in Review), der ebenfalls im Endoplasmatischen Retikulum
der Muskelfasern lokalisiert ist. Zukünftige Studien müssen die Rolle von VAPB
an Endplatten im denervierten Muskel  klären.  Hierfür  werden experimentelle
Denervationsmodelle benötigt werden.
6.3) VAPB-Transportstörung durch Proteindysfunktion?
Im  transgenen  SOD-1-Mausmodell,  welches  primär  für  die  familiäre  ALS  1
steht,  wurde  bereits  erforscht,  dass  der  Verlust  der  Kommunikation  an  der
Synapse  einen  frühzeitig  auftretenden  Pathomechanismus  der  ALS  darstellt
(Ratnaparkhi  et  al.  2008).  In Drosophila-Modellen mit  einer der VAPB-P56S-
Mutation  analogen  Mutation  wurden  für  die  ALS  8  ebenfalls  eine
Kommunikationsstörung  zwischen  Muskel  und  Nerv  beschrieben.  Die  Tiere
zeigten zudem strukturelle  Abnormalitäten an der  Endplatte.  Es ist  bekannt,
dass mutiertes VAPB aggregiert (Nishimura et al. 2004) (Teuling et al. 2007),
(Kanekura et al. 2006). Ob es sich hierbei eventuell um ein Abbauprodukt des
defekten  VAPBs  handelt,  müssen  weitere  morphologische  Untersuchungen
zeigen. 
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Ein bemerkenswertes Resultat ist die erhöhte Proteinkonzentration von VAPB
im erkrankten Muskel entgegen der erniedrigten Menge des gleichen Proteins
im Rückenmark 5.1). Fraglich ist hierbei, ob die VAPB-Proteinkonzentration im
Muskel  aufgrund  einer  verstärkten  Expression  erhöht  ist,  oder  ob  das
gesteigerte Level eigentlich akkumuliertes Protein darstellt. Es wäre allerdings
ebenso  möglich,  dass  das  aggregierte  Protein  der  Rückenmarksneuronen
unlöslich  ist  und  somit  nicht  im  Western  Blot  erscheint.  Aufgrund  dieser
Vermutung wurden Versuche unter Anderem zum Akkumulationsverhalten des
Sigma  Rezeptors-1  bei  ALS  durchgeführt,  die  ebenfalls  eine  abnorme
Akkumulation in Alpha-Motoneuronen zeigten, ebenso wie eine Verminderung
des  Sigma Rezeptor-1-Proteins  im Western  Blot  (Prause  &  Goswami  et  al.
2013). 
Um diesen Sachverhalt auf molekularer Ebene zu klären, werden weitere RNA-
Untersuchungen im Vergleich mit Proteinkonzentrationsmessungen folgen.  
Im Rückenmark war die Proteinkonzentration von VAPB in den in dieser Studie
untersuchten ALS-Fällen signifikant erniedrigt. Dies könnte einerseits auf der
Reduktion der Zahl der Motoneurone im Verlauf der ALS beruhen. Andererseits
könnte  auch  deswegen  eine  verminderte  VAPB-Konzentration  im  ALS-
Rückenmarksgewebe detektiert worden sein, weil VAPB in diesem Gewebe in
unlöslichen  Aggregaten  akkumuliert  und  somit  nicht  mehr  im  Immunoblot
detektierbar  ist.  Zu  dieser  Hypothese  passen  auch  die  abnormen  VAPB-
immunreaktiven Strukturen, die bei den untersuchen Patienten im Rückenmark
zu  finden  waren  (5.1.1)  und  teilweise  wahrscheinlich  axonalen  Protein-
aggregaten  entsprechen.  Sphäroide  und  Inklusionskörperchen  sind  das
morphologisches Korrelat des gestörten axonalen Transports (Robertson et al.
2002) ( Millecamps et al. 2010) (Prause & Goswami et al. 2013). Robertson  et
al. (2002) sowie Pasinelli & Brown (2006)  beschrieben in diesem Kontext einen
gestörten  Transportprozess,  der  zu  einer  Deformität  der  Axone  führt  (siehe
Abbildung (Pasinelli & Brown 2006). 
Dass VAPB in derartige Pathomechanismen involviert sein kann, wird dadurch
deutlich,  dass  spezifisch  für  die  VAPB-P56S-Mutation  eine  Störung  des
anterograden axonalen Transports für Mitochondrien beschrieben wurde (Lua et
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al. 2011).  
Abb.: Darstellung des axonalen Transports: Entnommen aus: (Pasinelli & Brown 2006)
6.4) Zwei VAPB-Banden im Western Blot des humanen Rückenmarks:
Splicevariante oder VAPB-positiver Ligand des Eph-Rezeptors?
Die  Western  Blot-basierte  Detektion  des  VAPB  Proteins  mittels  eines
polyklonalen  Primärantikörpers  ergab  neben  der  30  kDa  Bande  (erwarteter
molekularer  Größenbereich)  eine  zusätzliche  Bande  mit  einem
Molekulargewicht  von  ca.  50  kDa.   Für  diese  Bande  gibt  es  mehrere
Erklärungsmöglichkeiten.  Zum  Einen  könnte  diese  Bande  ein  Dimer  des
Proteins VAPB darstellen.
Zum  Anderen  könnte  die  Bande  aus  (Hetero-)Dimeren  der  schon
beschriebenen  Splicevarianten  bzw.  Transkriptvarianten  von  VAPB bestehen
(Nishimura et al. 1999) (Nachreiner et al. 2010). 
Ebenfalls wäre denkbar, dass eine derartige Splicevariante ein Produkt darstellt,
welches  als  Substrat  für  den  Eph-Rezeptor  dienen  könnte.  Die  Verbindung
zwischen  Eph-Rezeptor  und  MSP-Domäne  ist  unter  6.1.4)  beschrieben.
Massenspektrometrische Untersuchungen werden hier in Kürze folgen, um zu
detektieren, welchen Ursprungs die 50 kDa-Bande ist. 
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6.5) Die Rolle des Proteinabbaus - ein morphologischer Aspekt
Wie im Ergebnisteil bereits beschrieben, fanden sich in der Immunhistochemie
humaner  und  muriner  Rückenmarksschnitte  keine  VAPB-Aggregate  im
Perikaryon  von  Motoneuronen,  sondern  diffus  verstärkt  angefärbte
Motoneurone. Dies spricht gegen Aggregat-assoziierte Cytotoxizität, wie sie bei
anderen neurodegenerativen Erkrankungen wie z.B. Morbus Parkinson (Lewy-
Körper),  Morbus  Alzheimer  (``Tangles``)  und  Morbus  Huntington  (Huntingtin
Akkumulationen) vorkommt. 
Allerdings  fanden  sich  in  den  Axonen  der  Motoneurone  Strukturen,  die
Sphäroide, also alterierte, geschwollene Axone, bzw. axonale Einschlußkörper
(Robertson et al. 2002) (Pasinelli & Brown 2006). darstellen könnten. Daneben
fanden  sich  nicht  mit  Motoneuronen  assoziierte  plaqueartige  Ablagerungen.
Diese könnten dystrophische Neuriten oder Gliafortsätze darstellen. Zukünftige
Arbeiten werden diese Fragen systematisch untersuchen.
Durch  weitere  immunhistochemische  Färbungen  fanden  wir  ubiquitiniertes
Material. Die Lokalisation der ubiquitinierten Strukturen ist deckungsgleich mit
den  VAPB-immunreaktiven  Strukturen  im  Rückenmark.  Diese  Beobachtung
wirft  die  Fragestellung  nach  dem  für  den  VAPB-Aggregatabbau
verantwortlichen zellulären Mechanismus auf (proteosomaler oder lysosomaler
Proteinabbau; siehe Abb. (Su & Wang 2010).
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 Abb.:Das Proteasom- und das Lysosomabbausystem Entnommen; aus (Su & Wang 2010)
Der hohe Anteil an ubiquitinierten Produkten lässt die Vermutung zu, dass das
Proteasomsystem gestört  ist  und  durch  den  daraus  resultierenden  defekten
Abbau  ubiquitiniertes  Material  akkumuliert.  Durch  immunhistochemische
Färbungen  mit  Antikörpern  gegen  20S,  einen  Proteasombestandteil,
identifizierten wir nun  weitere Aggregate, die ebenfalls mit VAPB in seriellen
Gewebeschnitten  deckungsgleich  waren.  Weitere  Western  Blot  basierte
experimentelle  Untersuchungen  des  VAPB-Proteins  unter  besonderer
Berücksichtigung  der  Applikation  von  Proteasominhibitoren  könnten  diese
These  verifizieren.  Um  die  lysosomal  basierte  Proteindegradation  dabei
ebenfalls zu berücksichtigen, wurden weitere zur Zeit Versuche mit p62, einem
Markerprotein für den lysosomalen zellulären Proteinabbau, und lysosomalen
Inhibitoren durchgeführt (Prause & Goswami et al. 2013) (Klionsky et al. 2008),
(Mizushima et al. 2007). 
Für den Sigma Rezeptor-1 führten wir ebenfalls Färbungen mit Ubiquitin- und
20S-Antikörpern durch und konnten eine  Co-Lokalisation  der  Aggregate von
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VAPB  und  Sigma  Rezeptor-1  feststellen  (Prause  &  Goswami  et  al.  2013).
Weitere Versuche, die auf den oben genannten Hypothesen fußten, bestätigten,
dass  die  Störung  des  Proteasomsystems  eine  wichtige  Rolle  in  der
Pathogenese  der  ALS  zu  spielen  scheint  (Papiani  et  al.  2012)  (Prause  &
Goswami et al. 2013).
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7) Zusammenfassung:
Die vorliegende Dissertation handelt von der Rolle, die das in der familiären
Form  der  Amyotrophen  Lateralsklerose  schon  als  pathogenetisch  relevant
erkannte Protein VAPB in der sporadischen Form der Erkrankung spielt. VAPB
ist besonders wichtig für Transportprozesse in Zellen. Für die Versuche wurden
Muskel  und Rückenmark von SALS-Patienten immunhistologisch und mittels
Western Blot  untersucht.  Die SALS-Proben wurden sowohl  mit  Gewebe von
gesunden  Kontrollprobanden  als  auch  mit  Muskelbiopsien  von  an  rasch
progredienter neurogener Muskelatrophie leidenden Patienten verglichen. Um
ein  Modell  der  FALS  als  Vergleich  zu  haben,  wurden  die  Versuche  an
transgenen  SOD-1  (G93A)  Mäusen  wiederholt.  In  immunhistochemischen
Färbungen konnten besonders im Bereich der  Endplatten Ablagerungen von
VAPB detektiert werden. Im Muskel fand sich außerdem eine Anfärbung von
überwiegend teilatrophischen Muskelfasern. Im Rückenmark wurde eine diffuse
Anfärbung  von  Motoneuronen  sowie  Sphäroid-artige  Ablagerungen  in
Zellfortsätzen,  wahrscheinlich  zumindest  z.T.  Axonen  beobachtet.  In  der
Proteinbestimmung mittels Western Blots wurden sowohl beim SALS- Muskel
als auch beim NMA-Muskel eine Erhöhung der VAPB-Spiegel im Vergleich zu
den  Kontrollen  detektiert.  Im  Gegensatz  dazu  wurde  im  Rückenmark  eine
signifikante Erniedrigung des VAPB-Levels der an SALS erkrankten Patienten
sichtbar. Deckungsgleiche Ergebnisse wurden an FALS-Mäusen (SOD1-Modell)
erzielt. Die vermehrte Expression von VAPB ist somit Bestandteil der Reaktion
der Muskelfasern auf Denervation. Möglicherweise trägt es zur Reinnervation
bei. Die Akkumulation von VAPB in Motoneuronen und axonalen Zellfortsätzen
zeigt  an,  dass  VAPB-Akkumulationen  auch  in  ALS-Patienten  ohne  VAPB-
Mutation eine Rolle in der Motoneurondegeneration spielen könnten. Weitere
Versuche  werden  folgen,  um  die  VAPB-immunreaktiven  morphologischen
Strukturen  besser  zu  charakterisieren  und  um  zu  prüfen,  ob  die  oben
beschriebenen Splicevarianten eine Rolle in der Pathogenese der ALS spielen.
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